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凡例  
 
AGV：アーメド緑内障バルブ  
AN：アセトン  
AUC：曲線下面積（area under the curve）  
CBB：クーマシーブリリアントブルー  
ECM：細胞外基質  
ELISA：enzyme-linked immunosorbent assay 
FPF：偽陽性率（ false positive fraction）  
IEF：等電点電気泳動  
KM 曲線：カプランマイヤー曲線  
MALDI：マトリックス支援レーザー脱離イオン化  
MALDI-TOF MS：マトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型
質量分析計  
ON：オステオネクチン  
PBS：カルシウムマグネシウム不含 0.01M リン酸緩衝食塩水  
ROC 曲線：受信者動作特性（Receiver operating characteristic）曲線  
SDS-PAGE：SDS-ポリアクリルアミドゲル電気泳動  
TFA：トリフルオロ酢酸  
TPF：真陽性率（ true positive fraction）  
2DE：二次元電気泳動  
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緒論  
 
	 緑内障とは、ヒト医学では視神経と視野に特徴的変化を有し、通常、眼
圧を十分に下降させることにより視神経障害を改善もしくは抑制しうる眼
の機能的構造的異常を特徴とする疾患と定義されている [35]。また、獣医学
領域では、近年、緑内障は眼圧上昇や網膜神経節細胞の機能低下・壊死、視
神経軸索の喪失、視神経乳頭の生理的陥凹の拡大、進行性視覚障害や盲目
を伴うひとつの疾患群であり、神経変性性疾患と考えられるようになって
きた [33, 38]。緑内障はヒトにおいて失明原因の最上位疾患のひとつであり、
動物眼科領域においても例外ではない。イヌの緑内障は他の眼疾患を伴わ
ずに発生する「原発緑内障」と、その他の眼疾患の結果として生じる「続発
緑内障」および先天性に生じる「先天緑内障」に分類される。また、原発緑
内障は隅角形状によって開放隅角緑内障と狭隅角または閉塞隅角緑内障に
分類され、臨床的には後者を診断する機会が多い。  
	 イヌの原発緑内障の原因については、開放隅角緑内障の発症に関与する
遺伝子変異をはじめとする様々な研究が進んでいる [1, 13, 27, 28, 30, 36, 37]。
いっぽう、イヌの緑内障で最も多い閉塞隅角緑内障の発症要因については、
好発犬種があること、犬種によってはメスにおける発生が多く、性差が認
められることおよび好発年齢が中高齢であることから、単純な遺伝的素因
だけではなく、加齢性変化も含めた多因子が関与する複雑な病態であると
考えられている [38]。  
	 緑内障の診断については、ヒトの場合、診断機器の進歩によって緑内障
発症リスクの判定と早期診断が可能となっているが、ヒト用の診断機器を
動物に臨床応用することは、費用の問題のみならず技術的にも現時点では
非常に困難である。よって、現在の動物、特にイヌの緑内障の診断はほと
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んどが強い眼疼痛に伴う眼瞼痙攣や強膜のうっ血、びまん性角膜浮腫など
の顕著な臨床症状と眼圧測定によって行われ、診断に至った時点では既に
病勢が進行し、重度な視覚障害を生じているか、またはすでに失明してい
ることが多い [24, 38]。  
	 緑内障治療と治療予後については、ヒトの場合では早期診断が可能であ
ることから、主に抗緑内障薬の点眼治療による視覚予後は比較的良好であ
る。いっぽう、イヌの場合では先述のとおり、診断時には既に重篤化して
いることが多く、そのために治療予後は非常に不良である。これらのこと
から、イヌの緑内障において良好な治療成績を得るためには病勢が進行し
ていないより早いステージでの診断が重要であると考えられる。そのため
には臨床症状や眼圧測定だけではなく、その他に臨床応用可能な客観的な
診断パラメーターの開発が重要と考えられる。  
	 本研究ではイヌの緑内障診断と治療における課題の検討のために、当院
におけるイヌの緑内障発生状況ならびに治療成績について調査を行い、次
いで、早期診断のための客観的な補助的診断パラメーターの作出を目的と
した、イヌの緑内障症例と健常犬の眼房水中蛋白質の網羅的解析ならびに
免疫組織化学的検討を行った。  
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第Ⅰ章	 イヌの緑内障発生状況と視覚予後調査（2011 年〜2017 年における
日本の回顧的研究）  
 
小緒  
 
	 イヌの緑内障発生状況について、海外での報告はいくつかあるが [3, 15,  
46, 47, 49]、飼養環境の違いなどから日本とは状況が異なっている可能性が
考えられる。実際に国内でのイヌの緑内障発生に関してはふたつの大学施
設において、いずれも柴犬ならびにシー・ズーの発生率が高かったと報告
されおり、欧米における、アメリカン・コッカー・スパニエル、バセット・
ハウンド、ワイヤー・フォックス・テリアおよびボストン・テリアなどの発
生率が高いとされるイヌの緑内障発生状況と相違が認められている [26, 29]。
また、これらの報告はいずれもイヌの緑内障の発生状況調査であり、治療
開始後の視覚予後に影響する因子や内科的および外科的な治療成績を含め
ての調査、検討はされていない。  
	 緑内障は不治の病であり、視覚維持、眼圧管理のためには抗緑内障薬ま
たは外科治療による継続した治療が必要である。特にイヌの緑内障では
様々な治療を行っても、最終的には眼圧管理が困難となり視覚を喪失する
エンドステージに至ることとなる。よって、イヌの緑内障の治療では可能
な限り長期間の適正な眼圧管理と視覚維持を行うことが重要な目的となる。
視覚維持と眼圧管理のための緑内障治療の主体は、現在も抗緑内障薬の点
眼薬および内服による内科的治療であるが、近年では優れた緑内障手術デ
バイスや手術機器が開発され、以前よりも長期間の視覚維持が期待できる
ようになってきた。緑内障手術としては AGV を用いた緑内障シャント手術
や内視鏡的毛様体レーザー凝固術が主に実施されており、それぞれの手術
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成績については多く報告されている [6, 10, 16, 17, 21, 41]。しかし、これら
の報告はそれぞれの術法による術後成績の検討が多く、点眼薬を主体とし
た内科的治療と外科的治療の治療成績についての比較検討を行った報告は
ない。以上のことから、緑内障治療を行う際に重要となる視覚維持と眼圧
管理を目的とした緑内障治療の治療方針を選択する際の視覚予後について
の情報が不足していると考えられる。  
	 そこで本章では、イヌの緑内障診断と治療における課題について検討、
確認することを目的として、獣医眼科の二次診療施設におけるイヌの緑内
障発生状況調査を調査するとともに、視覚予後に影響する要因、すなわち
内科的治療のみ行った症例と AGV を用いた緑内障手術を行った症例の視
覚予後に関して比較検討した。また、さらに内科的治療のみを行った症例
に対して、緑内障原因、性別、犬種による視覚予後について回顧的に調査
した。  
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材料と方法  
 
1. 対象  
	 2011 年 10 月から 2017 年 10 月までの 6 年間に獣医眼科二次診療病院で
ある「どうぶつ眼科 VECS」に初診として来院したイヌ 1,990 頭のうち、初
診時に緑内障と診断され、かつ治療開始後 30 日以上の経過観察が可能であ
った 207 頭 228 眼について調査を行った（図 1）。すべての症例について威
嚇瞬目反応、眩目反射、眼圧測定、スリットランプ検査、眼底検査を含む一
般的な眼科検査を実施した。  
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図 1. 本研究の対象ならびに視覚予後比較の比較対象  
6 年間に受診した 1,990 頭のうち、初診時に緑内障と診断されたイヌ
は 224 頭（11.3％）であり、207 頭 228 眼については初診から 30 日以上
の追跡調査が可能であった。初診時に「視覚あり」と判断されたものか
ら原因不明の緑内障症例を除外した 58 頭 60 眼を視覚予後比較の対象
とした。視覚予後の検討として、まず AGV 群と内科的治療群との比較
（①）を行ない、次いで、内科的治療群を対象に緑内障原因（②）、性別
（③）ならびに犬種（④）による視覚予後の検討を行った。  
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2. 緑内障の分類と発生状況調査  
	 対象症例を原因により原発緑内障、続発緑内障および原因不明の緑内障
の原因別に分類し、それぞれの発生頭数（眼数）、年齢、性別ならびに犬種
について調査した。犬種については 6 頭以上の犬種を示し、5 頭以下の場合
にはその他の犬種に分類した。また、続発緑内障については緑内障と同時
に認められた所見についても調査した。  
 
3. 初診時の視覚  
	 緑内障症例の初診時の視覚について原因別、性別、犬種別に調査を行っ
た。なお、視覚の判定については威嚇瞬目反応または眩目反射のいずれか
が陽性である場合は「視覚あり」、両者が陰性の場合は「視覚なし」、威嚇瞬
目反応または眩目反射のいずれかが陰性で、残りの一方の反応・反射の判
定が不明瞭（つまり±）であり、判定が困難または両方の反応・反射が不明
瞭で判定が困難な場合は「不明瞭」と評価した。眩目反射は手持ち式スリ
ットランプ（SL-15, Kowa Company, Aichi, Japan）の最大光量を用いて評価
した。  
 
4. 視覚予後の比較  
	 まず、初診時に「視覚あり」と判断された症例を対象に内科的治療のみ
を行った群（以下、内科的治療群）と AGV 手術を実施した群（以下、AGV
群）の視覚予後について比較検討を行った。次いで、内科的治療群を対象
として緑内障の原因（原発緑内障、続発緑内障）、性別ならびに犬種につい
て視覚予後の比較検討を行った。内科的治療群の治療には点眼剤の抗緑内
障薬であるアドレナリン受容体遮断薬（0.25％ニプラジロール、0.5％マレ
イン酸チモロール、2％塩酸カルテオロール）、炭酸脱水酵素阻害薬（1〜2％
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塩酸ドルゾラミド、 1％ブリンゾラミド）、プロスタグランジン関連薬
（0.005％ラタノプロスト、0.0015％タフルプロスト、0.03％ビマトプロス
ト）、イオンチャネル開口薬（0.12％イソプロピルウノプロストン）、ステロ
イド点眼（0.05％ジフルプレドナート、0.1％酢酸プレドニゾロン、0.1％デ
キサメサゾン、 0.1％メチルプレドニゾロン）、非ステロイド性消炎剤
（NSAIDs）点眼（0.1％ジクロフェナク、0.1％プラノプロフェン）を使用し
た。また全身投与ではプレドニゾロン内服（1〜2 mg/kg/day）、コハク酸メ
チルプレドニゾロンの静脈内投与（10〜15 mg/kg）、NSAIDs の内服または
皮下投与（カルプロフェン、フィロコキシブ、ロベナコキシブ）を行い、利
尿薬の全身投与（50％グリセリン経口投与、マンニトール静脈内投与）を
実施した。  
	 AGV 手術は全ての症例で同じタイプの AGV（VFP-8, CARA Life, Rancho 
Cucamonga, CA, U.S.A.）を移植し、1 名の術者によって定法に従って行われ
た [14]。  
 
5. 統計分析  
	 統計分析は全て BellCurve for Excel（Social Survey Research Information Co.,  
Ltd., Tokyo, Japan）を用いて実施した。緑内障の発生状況調査における平均
年齢についてはスチューデントの t 検定、犬種、性別については分割表分
析により統計学的評価を行った。初診時の視覚についての緑内障原因別、
性別による比較分析はカイ二乗検定、犬種別については分割表分析を用い
た。緑内障治療方法（内科的治療群と AGV 群）ならびに原因、性別、犬種
による視覚予後の比較検討はカプランマイヤー法ならびにログランク検定
によって実施した。すべての統計学的検定で有意水準は 5％とした。  
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結果  
 
1. 緑内障の発生状況調査  
	 原発緑内障は 68 頭 81 眼（35.5％）、続発緑内障は 108 頭 115 眼（50.4％）、
原因不明の緑内障は 31 頭 32 眼（14.0％）であった。原発緑内障、続発緑内
障および原因不明の緑内障症例の平均年齢はそれぞれ 9.8±0.3、10.4±0.3、
10.9±0.4 歳で、それぞれの間に有意差は認められなかった。続発緑内障の
症例で緑内障と同時に認められた所見は白内障（68 眼、59.1％）、水晶体不
安定症（44 眼、38.3％）、網膜剥離（25 眼、21.7％）、ぶどう膜炎（7 眼、
6.1％）、白内障手術（6 眼、5.2％）、ぶどう膜腫瘍（6 眼、5.2％）、色素性緑
内障（2 眼、1.7％）、角膜穿孔（1 眼、0.9％）であった。また、原因不明の
緑内障の多くは慢性緑内障であり、大半は慢性経過によりすでに水晶体不
安定症や網膜剥離が生じていたために、原因分類が困難である症例であっ
た。  
	 犬種別の緑内障発生眼数を図 2 に示した。犬種別の緑内障発生率はシー・
ズーが最も多く 18.9％、次いで柴犬が 17.5％、ミニチュア・ダックスフン
ドが 12.3％、アメリカン・コッカー・スパニエルならびにトイ・プードル
がそれぞれ 8.3％、パピヨンが 6.6％、チワワが 3.9％、雑種が 7.9％、その
他の犬種が 16.2％であった。その他の犬種にはグレート・ピレニーズ、フ
ラットコーテッド・レトリバー、フレンチ・ブルドッグ、ポメラニアン、パ
グ、マルチーズ、バセンジー、ミニチュア・シュナウザー、ジャック・ラッ
セル・テリア、ウェスト・ハイランド・ホワイトテリア、ウェルシュ・コー
ギー・ペンブローク、キャバリア・キング・チャールズ・スパニエル、ケア
ーン・テリア、ゴールデン・レトリバー、ラブラドール・レトリバー、ブリ
ュッセル・グリフォン、ボーダー・コリー、ボストン・テリア、ミニチュ
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ア・ピンシャー、ヨークシャー・テリア、ダルメシアンが含まれていた。犬
種別の緑内障発生眼数では、柴犬は他犬種よりも原発緑内障が多く、続発
緑内障が少ない、ミニチュア・ダックスフンドでは他犬種よりも原発緑内
障が少なかった。さらに、トイ・プードルでは原因不明の緑内障が有意に
多かった。  
 
 
図 2. 犬種別の緑内障発生状況  
犬種別の緑内障発生眼数ではシー・ズーが最も多く（18.9％）、次いで
柴犬（17.5％）、ミニチュア・ダックスフンド（12.3％）という結果であ
った。また、分割表分析の結果、柴犬は他犬種よりも原発緑内障が多く、
続発緑内障が少ない、ミニチュア・ダックスフンドでは他犬種よりも原
発緑内障が少ない、さらにトイ・プードルでは原因不明の緑内障が多い
ということが統計学的に有意な差をもって認められた。MD：ミニチュ
ア・ダックスフンド、ACS：アメリカン・コッカー・スパニエル、TP：
トイ・プードル。図中の「*」は他の犬種よりも有意に多い犬種、「**」
は他の犬種よりも有意に少ない犬種を示している（P < 0.05）。  
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	 緑内障発生眼数の性差はオス 100 眼（うち去勢オス 74 眼）、メス 128 眼
（うち避妊メス 89 眼）であり、統計学的に有意な差は認められなかった。 
 
2. 初診時の視覚  
	 初診時に「視覚あり」と判断された症例は 207 頭 228 眼のうち 60 頭 62
眼で全体の 27.2％であり、いっぽう、初診時に「視覚なし」と判断された
症例は 154 頭 160 眼で全体の 70.2％であった。なお、「視覚なし」と判断さ
れた症例に関しては以降の治療によって視覚が回復し、維持できた症例は
2 頭 2 眼のみであった。また「不明瞭」と判断された症例は 6 頭 6 眼（2.6％）
であった。  
	 緑内障原因別による初診時の視覚については、「視覚あり」と判断された
症例は原発緑内障では 81 眼中 34 眼（42.0％）、続発緑内障では 115 眼中 26
眼（22.6％）、原因不明の緑内障では 32 眼中 2 眼（6.3％）であり、原発緑
内障では初診時の視覚維持率が有意に高く、原因不明の緑内障では視覚維
持率が有意に低いことが示された（図 3）。  
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図 3. 緑内障原因別の初診時の視覚  
原発緑内障では明らかに「視覚あり」が多く、原因不明の緑内障では
「視覚なし」が多い。分割表分析により他の緑内障原因と比較して有意
に多い場合を「*」、少ない場合を「**」で示した（P < 0.05）。  
 
	 性別による初診時の視覚については、「視覚あり」と判断されたオスは 62
眼中 29 眼（うち去勢オスは 19 眼）、メスは 160 眼中 33 眼（うち避妊メス
は 25 眼）であり、有意な差は認められなかった。  
	 犬種別の初診時の視覚を図 4 に示した。柴犬は他の犬種に比べて「視覚
あり」が多く、「視覚なし」が少ないことから、初診時の視覚維持率が高い
ことが示された。いっぽう、シー・ズーでは他の犬種よりも「視覚あり」が
少なく、「視覚なし」が多いことから、初診時の視覚維持率が低いことが示
された。また、雑種では他の犬種に比べて初診時の視覚が「不明瞭」である
場合が多く、「視覚なし」が少なかった。  
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図 4. 各犬種における初診時の視覚  
柴犬の初診時の視覚は他の犬種と比べると「視覚あり」が多く、「視
覚なし」が少なかった。シー・ズーでは「視覚あり」が少なく、「視覚な
し」が多かった。雑種では「不明瞭」が多く、「視覚なし」が少なかっ
た。MD：ミニチュア・ダックスフンド、ACS：アメリカン・コッカー・
スパニエル、TP：トイ・プードル。分割表分析により他の犬種よりも有
意に多い場合は「*」、少ない場合は「**」で示した（P < 0.05）。  
 
3. 視覚予後  
	 初診時に視覚ありと判断された 60 眼 62 頭から原因不明の緑内障症例（2
頭 2 眼）を除いた 58 頭 60 眼において、内科的治療群（50 頭 52 眼、うち原
発緑内障は 25 頭 27 眼、続発緑内障が 25 頭 25 眼）と AGV 群（8 頭 8 眼、
原発緑内障 7 頭 7 眼、白内障手術後の続発緑内障 1 頭 1 眼）の間で視覚予
後についての比較検討を行った。KM 曲線では AGV 群が内科的治療群に比
べて有意に高い視覚維持率で推移した（図 5）。視覚維持期間の中央値は内
科的治療群が 9.9 週、AGV 群が 76.4 週であった。また、AGV 群においては
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治療開始後 13 週以上では 8 頭のうち 6 頭（75.0％）、1 年間以上では 5 頭
（62.5％）で視覚が維持された。いっぽう、内科的治療群では治療開始後 13
週以上で視覚維持できたのは 13 眼（25.0％）、26 週以上では 8 眼（15.4％）、
1 年間以上では 4 眼（7.7％）であった。  
 
 
図 5. 治療方法による視覚予後の比較  
AGV 手術を行った場合の視覚維持率は、内科的治療のみを行った場
合よりも明らかに高く推移し、統計学的な有意差が認められた（P < 
0.05）。  
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	 次に内科的治療群 50 頭 52 眼を対象に緑内障原因、性別、犬種による視
覚予後の比較検討を行った。緑内障原因別の比較では KM 曲線は原発緑内
障と続発緑内障とではほぼ同様な推移を示し、両群間に有意差は認められ
なかった（図 6A）。視覚維持期間の中央値は原発緑内障 7.0 週、続発緑内障
11.0 週であった。また、性別による視覚予後の比較についても KM 曲線は
オスとメスでほぼ同様な推移を呈し、両群間に有意差は認められなかった
（図 6B）。視覚維持期間の中央値はオスで 5.1 週、メスは 17.7 週であった。
内科的治療群の犬種別内訳では特に柴犬が 14 頭 15 眼と多く、その他の犬
種ではパピヨン 6 頭 6 眼、チワワ 5 頭 5 眼、ミニチュア・ダックスフンド
4 頭 4 眼、アメリカン・コッカー・スパニエル 4 頭 4 眼、シー・ズー3 頭 3
眼、ミニチュア・ピンシャー2 頭 2 眼、雑種 7 頭 7 眼、その他はそれぞれ 1
頭 1 眼でトイ・プードル、キャバリア・キング・チャールズ・スパニエル、
ケアーン・テリア、ボーダー・コリー、マルチーズ、ヨークシャー・テリア
であった。これらの結果から、柴犬以外の各犬種の頭数が少ないため、本
研究では柴犬とその他の犬種の間で比較検討を行った。柴犬の KM 曲線は
その他の犬種よりも明らかに低く推移し、統計学的有意差が検出された（図
6-C）。視覚維持期間の中央値については柴犬で 5.3 週、その他の犬種は 12.4
週と明らかな差が認められ、特に柴犬では初診後 22.6 週までに全ての症例
で失明に至った。  
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図 6. 内科的治療群における視覚予後の比較  
緑内障原因別（A）、性別（B）による視覚維持率には統計学的な差は
認められなかった。犬種別（C）では柴犬の視覚維持率は柴犬以外の犬
種と比較して明らかに低く推移し、統計学的有意差が認められた（P < 
0.05）。  
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考察  
 
	 犬の緑内障の発生状況については北米など海外での報告 [3, 15, 46, 47, 49]
が存在するが、本研究ではそれら既報の結果とは、特に品種差や性差、続
発緑内障における併発眼病変について異なる成績となった。北米での調査
では原発緑内障の好発犬種としてはアメリカン・コッカー・スパニエル、
バセット・ハウンド、ワイヤー・フォックス・テリアおよびボストン・テリ
アなどが挙げられているが、本研究ではこれらの犬種における原発緑内障
の好発傾向は認められず、統計学的に好発傾向が認められたのは柴犬のみ
であり、この成績は以前の日本での調査報告と同様であった [26, 29]。また、
本研究ではトイ・プードルにおいて原因不明の緑内障の好発傾向が認めら
れたが、北米での調査で本犬種は原発緑内障の好発傾向が認められており、
この点についても異なる結果となった。イヌの続発緑内障の症例で同時に
認められた眼所見は既報では白内障、ぶどう膜炎、水晶体不安定症が主体
であったが、本研究ではこれらに加えて網膜剥離が多い傾向が認められ、
網膜剥離を呈した 25 眼のうち 14 眼はシー・ズーであった [15, 25]。また、
シー・ズーの続発緑内障症例 20 眼のうち網膜剥離が認められたのは 15 眼
と高い割合であった。これらの要因として、シー・ズーは日本では人気犬
種であり、飼養頭数が多いこと、シー・ズーは網膜剥離の好発犬種である
ことが推測されたが、今後はシー・ズーの緑内障について着目したより詳
細な検討が必要であると考えられた [23]。イヌの原発緑内障では品種により
メスにおける好発傾向が知られているが、本研究では統計学的に有意な性
差を認めた品種は無く、既報と異なる成績となった [15, 46]。本研究では日
本における調査報告と同様な成績が得られたいっぽうで、それぞれの国に
おける発生状況調査とは成績の相違を生じている要因としては、調査が行
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われた地域のイヌの飼養状況（品種や環境）の差が大きく影響しているの
ではないかと推測された。  
	 イヌの緑内障の初診時の視覚維持率について、原発閉塞隅角緑内障では
急性うっ血性緑内障として症状を発現し、動物診療施設の受診時には約
50％の症例はすでに失明しており、以降の内科的治療による反応が不良で
あるという報告がある [38]。また、日本での研究では、73.3％の症例で発症
後 3 日以内に動物診療施設を受診しており、発症後 3 日以内に受診した症
例の視覚維持率は 54.5％であるが、発症後 4 日以降の場合では顕著に低下
（8.9％）することが報告されている [24]。本研究における初診時の視覚維
持率は以前の報告に比べて非常に低い成績（27.2％）であった。この要因と
しては、当院が二次診療施設であることから、飼い主が症状に気づいてホ
ームドクターを受診し、紹介を受けて当院に受診するまでに時間が経過し
ていることが考えられた。今回の研究ならびに既報の結果から、緑内障は
急速に視覚喪失に至る眼科緊急疾患であるということの啓蒙をより一層努
め、失明に至る前に適切な緑内障治療が開始できるように努力する必要が
あると考えられた。そのためには、より早期に客観的な診断をするための
眼圧測定以外の補助的診断検査の作出も重要であると考えられた。  
	 緑内障原因別の視覚予後比較では、原発緑内障における初診時視覚維持
率が続発緑内障や原因不明の緑内障よりも高い割合であった。この要因と
して、本研究における原発緑内障症例では柴犬の割合が有意に高く、また
犬種別の初診時視覚維持率は柴犬で有意に高いことが関連していると考え
られた。柴犬の緑内障のほとんどは原発閉塞隅角緑内障であり [29]、初期に
急性うっ血性緑内障を生じて強い眼疼痛を呈する傾向が認められる。本研
究では、発症後に動物診療施設へ受診するまでの日数についての検討を行
ってはいないが、柴犬の緑内障では急性期に生じる強い眼疼痛によって、
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飼い主が眼の異常に気付きやすく、その結果、発症後早期に動物診療施設
を受診することが多いのではないかと推測された。いっぽうでシー・ズー
では初診時の視覚維持率が他の犬種よりも低い傾向が認められた。本研究
ではシー・ズーの緑内障の半数以上が続発緑内障であり、その大半で続発
緑内障と同時に網膜剥離が観察されたことから、シー・ズーでは続発緑内
障と診断された時点ですでに網膜剥離によって失明していることが多く、
それがシー・ズーにおける初診時の低い視覚維持率に反映されたのではな
いかと推測された。  
	 イヌの緑内障治療については、近年、様々な手術デバイスならびに手術
機器が応用可能となり、視覚維持のための外科的治療の選択肢が増えた。
イヌの緑内障についての視覚と眼圧維持のための緑内障手術の成績につい
て多くの報告があるが、いずれも術後成績の報告が主体であり、手術を行
わずに内科的治療のみを行った場合との比較検討が行われていない [6, 10,  
16, 17, 21, 41]。これには内科的治療には抗緑内障薬や消炎鎮痛薬を含めて
非常に多くの治療選択肢が含まれているため、比較検討が非常に困難であ
るということも原因であったと考えられた。しかしながら本研究では、手
術以外の内科的治療のみを行った場合と外科手術を併用した場合の二群に
大別することで、より客観的な比較検討を行った。本研究では初診時に視
覚が維持されており、その後に AGV 手術を行った症例数が少ない点がリミ
テーションとはなるが、統計学的解析により AGV 手術群では内科的治療群
よりも視覚予後が良好との成績が得られた。また、内科的治療群の視覚維
持期間の中央値が 9.6 週で、さらに経時的な視覚維持率の明瞭な低下から、
イヌの緑内障では内科的治療による長期的な視覚維持は非常に困難である
ことを裏付けるデータが得られた。したがって、長期間の視覚維持を期待
するのであれば、手術適応可能な症例の場合は内科的治療よりも積極的に
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AGV 手術を検討すべきであると考えられた。また、本研究で得られた調査
結果は内科的治療のみを実施した場合にも、その視覚予後情報を飼い主に
提示する場合の有用な情報材料になると考えられた。  
	 本研究では内科的治療群において、緑内障原因や性別、犬種による治療
後の視覚予後ついて比較検討を行ったが、同様の検討を行った報告は著者
の知る限り存在しない。よって、本研究と他の研究との比較検討はできな
いが、本研究の成績は今後の研究の基礎データとなると考えられた。既報
では、一般には原発緑内障においては急速に失明に至ることが多いために、
続発緑内障に比べて視覚予後が不良であると考えられているが、本研究で
は原発緑内障と続発緑内障の間で視覚予後に有意な差は認めらなかった
[24, 38]。犬種別の治療成績については、特に柴犬での視覚維持率は有意に
低下することが認められ、最終的には全ての柴犬の症例で失明に至り、柴
犬での内科的治療予後は他犬種よりも不良であることが示された。よって、
本研究では、柴犬は他犬種に比べて原発緑内障の好発傾向があり、初診時
の視覚維持率が高いにも関わらず、内科的治療による視覚予後が不良であ
るとの特徴が示された。したがって、柴犬の緑内障症例では視覚維持のた
めに AGV 手術を特に積極的に検討すべきであると考えられた。  
	 本章におけるリミテーションは、一点目に他の報告と同様に回顧的研究
であること、二点目に眼科二次診療施設における調査であること、三点目
に対象とした犬種の地域的な相違により、他の地域では異なった成績とな
る可能性が十分にあることであると考えられる。よって、今後は様々な地
域において同様の検討を行う必要があると考えられた。また、イヌの内科
的な緑内障治療では視覚維持のために非常に多彩な薬剤の投与を行うこと
が多く、本研究においても内科的治療群での投薬内容、投薬回数や投与経
路などの条件が一定ではなかったこともあり、今後は条件設定を統一化し
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た前向き研究を行う必要があると考えられた。  
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小括  
 
	 本章ではイヌの緑内障診断と治療における課題について検討、確認する
ことを目的として獣医眼科の二次診療施設「どうぶつ眼科 VECS」における
イヌの緑内障発生状況を調査するとともに、視覚予後に影響する要因（内
科的治療のみ行った症例と AGV 手術を行った症例の比較、さらに内科的治
療のみを行った症例を対象として緑内障原因、性別、犬種による比較）に
ついて回顧的に調査した。当院に初診として来院し、緑内障と診断され、
かつ治療開始後 30 日以上の経過観察が可能であった 207 頭 228 眼について
調査を行った。  
	 緑内障原因別の発生状況は原発緑内障が 35.5％、続発緑内障が 50.4％、
原因不明の緑内障が 14.0％であり、各群間に有意差は認められなかった。
犬種別の緑内障発生率では、柴犬は他犬種よりも原発緑内障が多く、続発
緑内障が少ない、ミニチュア・ダックスフンドでは他犬種よりも原発緑内
障が少ない、さらにトイ・プードルでは原因不明の緑内障が多いという統
計学的有意差が認められた。緑内障発生率に性差は認められなかった。視
覚予後についての調査では初診時に「視覚あり」と判断されたのは 27.2％
であった。継時的な視覚維持率は内科的治療群に比べて AGV 群で統計学的
に有意に高く推移し、視覚維持期間の中央値も AGV 群の方が長かった。ま
た、内科的治療群における視覚予後については原因別や性別では有意差が
認められなかったが、柴犬では柴犬以外の犬種に比べて継時的な視覚維持
率は有意に低く推移し、視覚維持期間の中央値も短いという結果であった。 
	 イヌの緑内障発生状況調査では欧米での調査と比較して、とくに品種差
や性差、続発緑内障における併発眼病変について異なる成績となった。い
っぽうで、日本での調査報告とは同様な成績であり、この成績の相違には
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調査が行われた地域のイヌの飼養状況（品種や環境）の差が大きく影響し
ているものと推測された。また、初診時の視覚維持率は既報に比べて、著
しく低く、これらのことより、イヌの緑内障ではより早期に、かつ適切な
診断、治療を開始することが重要な疾患であることについて、一層の啓蒙
に努めるべきであると考えられた。さらに、早期診断のために眼圧測定以
外の有用な補助的診断法の作出も重要であると考えられた。緑内障治療に
よる視覚予後比較から内科的治療のみを行うよりも AGV 手術を併用した
方が視覚予後は良好であることが示唆された。よって、イヌの緑内障では
視覚が維持されており、かつ適切な症例であれば AGV 手術を考慮すべきで
あり、とくに柴犬の場合は内科的治療のみでは視覚予後が不良である傾向
が認められたことから、より積極的に AGV を検討すべきであると考えられ
た。  
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第Ⅱ章	 イヌの緑内障の眼房水における 2DE ならびに MALDI-TOF MS を
用いた網羅的蛋白質解析  
 
小緒  
 
	 近年の医学では技術や機器の発達により、早期段階でヒトの緑内障診断
が可能となった。緑内障はヒトにおける失明原因の主要な原因となってい
るものの、技術や機器の発展によって病態が複雑である場合を除いては、
一般に安定した治療経過を辿り、視覚予後も概して良好である。いっぽう、
ヒト医学領域で応用されている新しい診断技術や診断機器は獣医眼科学領
域での臨床応用は非常に困難である。このため、病態についての理解が深
まった今日においても、イヌの緑内障診断のためには、未だ特徴的な臨床
症状や眼底所見ならびに眼圧測定に頼らざるを得ない。特徴的臨床症状や
眼底所見はイヌの緑内障が重度に進行しないと不明瞭であることから、積
極的な治療を行ったとしても視覚予後は不良であることが多い。したがっ
て、より早期に診断を行い、治療による視覚予後を改善するためには、臨
床応用可能な新しい診断法や診断機器の開発が必要であると考えられる。  
	 眼房水は前房、瞳孔、後房を満たす無色透明の液体であり、眼内の無血
管組織への栄養供給や代謝産物の排泄といった役割を担っている。眼房水
の産生と排出は、単に前眼部の解剖学的な構造だけでなく、神経伝達物質、
ホルモン、プロスタグランジン、蛋白質およびプロテオグリカンなどを含
む多数の内因性物質によっても影響を受ける [19, 33]。眼房水は前房穿刺に
よって採取可能であり、細胞診、細菌培養や抗生剤感受性試験、蛋白質測
定、PCR および抗体価測定など、検査サンプルとしても活用されている [12]。
特に近年では、様々な眼疾患の研究のためにヒトやその他の動物の眼房水
 25 
を用いた蛋白質解析が行なわれている [8, 11, 18, 44, 45]。  
	 本研究はイヌの緑内障における新たな診断パラメーターの作出を目的と
して、正常なイヌと緑内障症例の眼房水を用いて 2DE ならびに MALDI-TOF 
MS による網羅的な蛋白質解析を行った。  
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材料と方法  
 
	 本研究は「どうぶつ眼科 VECS」ならびに酪農学園大学附属動物医療セン
ターにおいて、飼い主の同意のもとで、酪農学園大学動物実験委員会の定
めるガイドラインに基づいて実施した。（承認番号：第 VH21B24 号）  
 
1. 正常なイヌの眼房水サンプル採取  
	 酪農学園大学において飼養されている正常なビーグル 5 頭（表 1、No. 1
〜5）をコントロールとし、それぞれについて威嚇瞬目検査、対光反射、眩
目反射、眼圧測定、スリットランプ検査、眼底検査、隅角鏡検査を含めた眼
科検査を実施し、眼圧に影響を与えるような眼科疾患（緑内障、水晶体亜
脱臼、重度な硝子体の前房内逸脱、進行した白内障）が存在しないことを
確認した。眼房水採取は、ミダゾラム 0.15 mg/kg（Midazolam, FujiPharma,  
Toyama, Japan）、酒石酸ブトルファノール 0.025 mg/kg（Vetorphale, Meiji Seika 
Pharma, Tokyo, Japan）、塩酸メデトミジン 0.01 mg/kg（Domitor, ZENOAQ, 
Fukushima, Japan）の静脈内投与により不動化、鎮静を行い、さらに 0.4％  
塩酸オキシブプロカイン点眼液（Benoxil ophthalmic solution 0.4％ , Santen, 
Osaka, Japan）の点眼投与による点眼麻酔を行った上で角膜輪部より 27G 皮
下注射針を前房内へ刺入して採取した。なお、眼房水採取は各犬よりラン
ダムに選択した片眼のみから実施した。採材終了後は塩酸アチパメゾール
0.05 mg/kg（Antisedan, ZENOAQ, Fukushima, Japan）を静脈内投与して覚醒
を確認した。また、眼房水の採取終了後の細菌感染予防として 0.3％  オフ
ロキサシン点眼液（PHARXACIN Ophthalmic solution 0.3％ , KYORIN Rimedio,  
Toyama, Japan）の点眼投与を 1 日 3〜4 回、ぶどう膜炎の予防としてテポキ
サリン（Zubrin, Intervet, Tokyo, Japan）の経口投与（10 mg/kg）を 1 日 1 回、
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１週間継続した。採取した眼房水は分析が行われるまで−80℃で保存した。 
 
表 1. 正常犬および緑内障犬の一覧  
 
続発緑内障の括弧内は原発眼疾患を示す。  
 
2. 緑内障症例からの眼房水サンプル採取  
	 獣医眼科二次診療病院である「どうぶつ眼科 VECS」において原発緑内障
と診断された 3 頭 3 眼、続発緑内障と診断された 3 頭 3 眼（表 1、No. 6〜
11）について、強膜内シリコンボール移植術（No. 6〜10）および硝子体内
ゲンタマイシン注入術（No. 11）を行なう際に全身麻酔下で外科処置を開始
する前に正常犬と同様な方法で眼房水を採取し、保存した。また、これら
の緑内障症例術前に正常犬と同様の眼科検査を行った。続発緑内障におけ
る併発眼疾患は白内障と水晶体原性ぶどう膜炎（No. 9〜11）および網膜剥
離（No. 9）であった。また、眼圧と眼房水採取後の房水所見、緑内障の罹
患期間、治療のために投与された薬剤については表 1 と表 2 に示した。  
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表 2. 緑内障症例における眼房水採取前の眼房水所見、緑内障罹患期間およ
び投薬内容  
 
 
3. 2DE による眼房水中蛋白質の分離  
	 正常犬 5 頭 5 眼、原発緑内障 3 頭 3 眼、続発緑内障 3 頭 3 眼より採取し
た眼房水サンプルを蛋白質の濃縮と脱塩のために Amicon Ultra○R （Millipore 
Corporation, Billerica, MA, USA）を用いて 4℃で処理した。これら全ての濃
縮サンプルの蛋白質濃度を 2D-Quant kit（GE Healthcare, Buckinghamshire,  
UK）により測定した。 IEF には PROTEANR IEF Cell electrophoresis system
（Bio-Rad Laboratories,  Hercules, CA, USA）を用いた。総蛋白質量を 8µg に
調整したサンプルと 8M 尿素、2％  CHAPS、0.5％  carrier ampholytes（Bio 
Lyte○R 3-10 buffer, Bio-Rad）、18mM DTT ならびに bromophenol blue を含む溶
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液 を 総 量 125 μ L に な る よ う に 混 合 し 、 immobilizing pH gradient gels
（ReadyStripTM IPG Strips; 7cm, 3-10 NL, Bio-Rad）に 20℃、14 時間で浸潤
させた。 IEF は 250V で 1 時間、4,000V で 2 時間、4,000V で 30,000V-hr で
実施した。Focused strip gel は 64.8mM DTT を含む平衡化緩衝液中で 30 分
間平衡化し、135mM iodoacetamide 中で 30 分間アルカリ化した。Laemmli の
方法 [32]に従い、 bromophenol blue 色素がゲル底部に到達するまで 4℃、
5mA/gel で SDS-PAGE を行った。SDS-PAGE 後、ゲルを銀染色（DodecaTM 
silver stain kit; Bio-rad）および CBB 染色を実施した。  
 
4. In-gel digestion ならびに MALDI-TOF MS による蛋白質同定  
	 CBB 染色により観察されたスポットに対応し、銀染色により認められ蛋
白質スポットを切り出し（ゲル小片）、50mM NH4HCO3 と 50％  メタノール
の混合液により脱色した。ゲル小片を Milli-Q 水により洗浄した後、50mM 
NH4HCO3 と 50％  AN の混合液により脱水し、さらに、100％  AN により脱
水した。5µL の 50mM NH4HCO3 に溶解したブタトリプシン（50ng; Promega,  
Madison, WI, USA）と 5µL の 100mM Tris-HCl（pH8.8）をゲル小片に加え、
ゲル中の蛋白質を 37℃、15 時間で消化した。生じたペプチドを 50％  AN /  
0.1％  TFA によってゲル小片から溶出し、液量が 20µL になるまで吸引濃縮
した。サンプルを 50％  AN / 0.1％  TFA、さらに 90％  AN / 0.1％  TFA で溶
出し、カラムチップ（ZipTip○R ; Millipore Corporation）を用いて浄化し、MALDI
のターゲットに塗布した。続いて、0.5µL の 25％  α -cyano-4-hydroxycinnamic 
acid（Brucer Daltonics, Bremen, Germany）と 50％  AN ならびに 0.1％  TFA
を重層し、MALDI のターゲット上でサンプルと混合した。消化されたペプ
チド断片を MALDI-TOF MS（Autoflex○R , Bruker Daltonics）を用いて分析し、
MASCOT 解析プログラム（www.matrixscience.com）で質量分光計データか
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ら得られたペプチド配列を同定した。得られたデータの質量と pI 値の比較
から得られた蛋白質を同定した。これらの方法を用いて、正常犬と緑内障
症例の眼房水において観察された蛋白質スポットの同定を行った。  
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結果  
 
	 正常犬と緑内障症例における泳動パターンの比較では、発現が異なる蛋
白質のスポットが 3 カ所観察された（図 7）。2DE において、正常犬では明
瞭で、原発緑内障、続発緑内障の症例では不明瞭なスポットとして Spot1
（S1）が検出され、MALDI-TOF MS ならびに MASCOT 解析プログラムに
より S1 は ON と同定された。いっぽう 2DE において、正常犬では不明瞭
で、原発緑内障、続発緑内障では明瞭なスポットとして Spot2（S2）および
Spot3（S3）が検出され、MALDI-TOF MS ならびに MASCOT 解析プログラ
ムにより S2 は補体 B 因子と同定されたが、S3 は同定には至らなかった。
原発緑内障症例と続発緑内障症例については 2DE 像に特異的な相違は認め
られなかった。  
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図 7. 眼房水サンプルの 2DE 像  
症例番号は表 1 に対応。No. 1〜5：正常犬、No. 6〜8：原発緑内障症
例、No. 9〜11：続発緑内障症例。  
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考察  
 
	 眼房水を材料とした 2DE による蛋白質解析はヒトやウサギにおいて、緑
内障をはじめ、様々な眼疾患との関連性についての研究に利用されている
[8, 11, 18, 44, 45]。しかし、イヌでは正常犬の眼房水の 2DE についての報告
やその他の疾患との関連性を検討した報告は筆者の知る限りには見当たら
ない。今回、我々が実施した 2DE ならびに MALDI-TOF MS を用いた正常
犬と緑内障症例との眼房水中蛋白質の網羅的比較検討は、イヌの眼疾患に
対する検討を行った初めての報告である。  
	 ON は分子量 43kDa の糖蛋白質であり、SPARC（Secreted Protein Acidic 
and Rich in Cystein）あるいは BM-40 とも呼ばれ、カルシウム接着性
matricellular protein として主に細胞外基質のリモデリングの役割を担って
いると考えられており [4, 7]、緑内障と ON の関連性についてはいくつかの
研究報告がある。一つはヒトの原発閉塞隅角緑内障の症例で ON とⅠ型コ
ラーゲンの発現が顕著に増加しており、ON が原発閉塞偶角緑内障の発展へ
関与していることを示唆する報告がある。また、同報告では原発開放隅角
緑内障の症例でも対照と比べて ON ならびにⅠ型コラーゲンの発現が増加
したとの成績であった [9]。また、ON 発現が起こらない SPARC-null mouse
を用いた研究では、正常なマウスに比べて眼圧は低値であったと報告され
ている [20]。本研究における緑内障症例での眼房水中の ON 量の低下はこれ
らの研究とは相反する成績となった。本研究ではこの相違が生じた原因の
特定はできないが、ヒトとイヌでは緑内障の形成機序が大きく異なる可能
性があると推測された。  
	 緑内障と補体との関連性についてはいくつかの報告があるが [22, 31, 43,  
48]、本研究における緑内障症例の眼房水中に増加が認められた補体 B 因子
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に関しての報告はない。一般に補体は炎症性、免疫介在性反応のメディエ
ーターであることから、本研究で検出された緑内障症例における補体 B 因
子の眼房水中の増加は炎症性、免疫介在性変化の結果であるとも考えられ
た。  
	 本研究では、緑内障症例において 3 種類の眼房水中蛋白質の動態の変化
が検出されたが、これら蛋白質出現レベルの変化が緑内障の形成に関与し
ているのか、または緑内障の結果として生じているのかは今回の研究では
十分に検討できなかった。しかしながら、特に緑内障症例における眼房水
中の ON 出現量の低下は非常に明瞭で特徴的な所見であると考えられ、イ
ヌの緑内障における補助的な診断パラメーターになり得る可能性が示唆さ
れた。さらに、本研究で認められた補体 B 因子および特定に至らなかった
S3 の眼房水中の増加についても引き続き検討することによって、より有意
な緑内障診断が可能になるかも知れないと考えられた。  
	 以上より、2DE ならびに MALDI-TOF MS を用いた眼房水中の蛋白質比較
解析は、正常犬と緑内障症例についての比較解析を行う際に非常に有用な
手法であり、さらにイヌの緑内障における新たな診断パラメーターとなり
得る可能性がある、または診断パラメーター作出のために有用な解析方法
であると考えられた。なお、本研究は眼房水を用いた研究であり、眼組織
におけるそれぞれの蛋白質の発現状況は不明である。今後は緑内障症例に
おいて眼房水中で出現量に変化が認められた蛋白質についての眼組織中の
発現を免疫組織化学的検索等により検証を行う必要があると考えられた。
また、本研究ではあくまで蛋白質出現レベルの定性的な比較検討であった
ため、今後は正確な定量的な比較検討が課題であると考えられた。本研究
において、眼房水の採取が可能であった緑内障症例は全てエンドステージ
の症例であったため、病初期におけるこれらの眼房水蛋白質の動態につい
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ては不明である。よって、今後は様々な病期ステージの症例における検討
を行い、これらの眼房水中蛋白質の発現変化の病態への関連性ならびに緑
内障早期診断への応用の可能性について検討を行う必要があると考えられ
た。  
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小括  
 
	 本研究はイヌの緑内障症例における新たな診断パラメーターの作出を目
的として、正常なイヌと緑内障症例の眼房水を用いて 2DE ならびに質量分
析による網羅的蛋白質解析を行った。正常なビーグル 5 頭ならびにイヌの
緑内障症例 6 頭（原発緑内障 3 頭、続発緑内障 3 頭）から眼房水サンプル
を採取し、2DE ならびに MALDI-TOF MS による眼房水中の蛋白質解析を行
った。正常犬と緑内障症例の 2DE 像比較では 3 種の異なる蛋白質スポット
が検出され、うち 2 種は MALDI-TOF MS により ON、補体 B 因子と同定さ
れたが、１種は同定に至らなかった。緑内障症例では正常犬に比較し、眼
房水中の ON 出現量の低下、補体 B 因子および同定不能であった蛋白質の
出現量の増加が認められた。また、原発緑内障症例と続発緑内障症例との
2DE 像の比較では相違は認められなかった。  
	 本研究で実施した眼房水の網羅的蛋白質解析により、とくに ON、補体 B
因子などの蛋白質の動態の変化を捉えることが可能であった。よって、本
手法は正常犬と病犬との比較検討に有用な分析方法であり、さらにイヌの
緑内障における新たな診断パラメーターとなり得る可能性がある、または
診断パラメーターの作出のために有用な解析方法であると考えられた。今
後は、本章で検出された眼房水中の蛋白質についての眼組織内での発現状
況と定量的解析および様々な病期ステージにおける検討を行う必要がある
と考えられた。  
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第Ⅲ章	 イヌの緑内障眼組織における ON の免疫組織化学的検索  
 
小緒  
 
	 イヌの緑内障における眼圧上昇は眼房水の排出路である隅角（虹彩角膜
角）およびぶどう膜強膜流出路における眼房水流出抵抗が生じて発生する
と考えられている。また、イヌの原発緑内障は他の眼疾患の存在しない状
況で眼圧上昇が生じ、多くの犬種で遺伝性要因が示唆されており、両眼性
に発症する。原発緑内障は眼房水排出の主経路を司る線維柱帯細胞の異常
な生化学的代謝または生理的な瞳孔ブロック効果および虹彩角膜角や毛様
体裂における形態学的および機能的変化の結果生じると推測されている
[38]。さらにイヌの開放隅角緑内障では隅角を形成する線維柱帯網から毛様
体裂、静脈強膜洞における ECM の変化による、また閉塞隅角緑内障では主
に先天性の隅角形成異常（隅角異形成）による眼房水流出抵抗が関連する
と推測されているが、未だ原因は明らかとなっていない。緑内障症例にお
いて、眼房水の主流出路である隅角を形成する櫛状靭帯、線維柱帯網、毛
様体裂ならびに強膜静脈洞、副流出路であるぶどう膜強膜流出路における
分子学的変化は未だ分かっていないものの、これら組織における ECM のタ
ーンオーバーは緑内障の病態において重要な一要因を担っていると考えら
えている [2, 5, 39, 40, 51]。  
	 ON は分子量 43kDa の糖蛋白質であり、SPARC（Secreted Protein Acidic 
and Rich in Cystein）あるいは BM-40 とも呼ばれ、カルシウム接着性
matricellular protein として、主に ECM のリモデリングの役割を担っている
と考えられており、緑内障と ON の関連性についてはいくつかの研究報告
がある [9, 20, 42]。  
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	 本論文第Ⅱ章において、イヌの緑内障症例における特徴的所見として眼
房水中の ON 出現レベルの顕著な低下が検出された。本所見はイヌの緑内
障の病態に ON が何らかの関連性を有することを示唆する所見であると考
えられたが、緑内障症例における眼組織中の ON 発現については不明であ
り、その検証が今後の課題として残された。そこで本章では、緑内障症例
において認められた眼房水中の ON の変化が眼組織内での発現と関連して
いるかを確認することを目的として、正常眼、原発緑内障症例、続発緑内
障症例の眼球を対象に ON についての免疫組織化学的検索を実施した。  
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材料と方法  
 
1. 供試動物  
	 酪農学園大学において所蔵する正常なイヌの眼球 5 眼（ビーグル 4 頭 4
眼、柴犬 1 頭 1 眼）ならびに獣医眼科二次診療病院である「どうぶつ眼科
VECS」において採取した原発緑内障症例の眼球 3 眼（柴犬 1 頭 1 眼、ミニ
チュア・ダックスフンド 1 頭 2 眼）ならびに続発緑内障症例の眼球 2 眼（シ
ー・ズー1 頭 1 眼：水晶体前方脱臼、フレンチ・ブルドック 1 頭 1 眼：網膜
剥離ならびに眼内出血）を使用した（表 3）。採材した眼球は 10％  中性緩
衝ホルマリンにて 24～48 時間浸漬により固定した。  
 
表 3. 対象症例一覧  
No.  犬種  年齢  性別  対象眼  初発疾患  
正常 1  ビーグル  1  オス  不明  なし  
正常 2  ビーグル  3  オス  不明  なし  
正常 3  ビーグル  5  避妊メス  右眼  なし  
正常 4  柴犬  9  メス  左眼  なし  
正常 5  ビーグル  13  メス  不明  なし  
原発 1  柴犬  9  去勢オス  右眼  なし  
原発 2  ミニチュア・ダックスフンド  11  避妊オス  左眼  なし  
原発 3  ミニチュア・ダックスフンド  11  避妊メス  右眼  なし  
続発 1  シー・ズー  8  メス  右眼  水晶体前方脱臼  
続発 2  フレンチ・ブルドック  8  去勢オス  左眼  網膜剥離、眼内出血  
正常：正常眼、原発：原発緑内障症例、続発：続発緑内障症例  
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2. 免疫組織化学的検索（酵素抗体法）  
	 ホルマリン固定された眼球はアルコール、キシレンに浸漬し、パラフィ
ン包埋した。パラフィン包埋後、5µm の厚さにパラフィン切片を作製した。
免 疫 組 織 化 学 的 検 索 は ABC （ ABC; Vectarstain Elite ABC Kit, Vector 
Laboratory Inc., Burlingame, CA, U.S.A.）法により行った。一次抗体には抗
ウシ ON 抗体（AON-1; Developmental Studies Hybridoma Bank, IA, U.S.A.）
を使用し、一次抗体に対する抗原賦活化は行わなかった。作製パラフィン
切片をキシレンにて脱パラフィンし、エチルアルコールを通した後、水洗
した。十分な流水洗を行い、内因性ペルオキシダーゼの不活化を目的とし
て、0.05％  HIO4 水溶液に室温で 15 分間の浸漬を行った。非特異的反応除
去を目的として、ブロックエース（Block Ace®; DS Farma Biomedical, Osaka, 
Japan）に 37°C で 30 分間の浸漬を行った。一次抗体は PBS にて 200 倍に希
釈し、希釈一次抗体を切片上にのせ、保湿箱内で 4°C で一昼夜反応させた。
一次抗体反応終了後、PBS 洗浄と 0.05％  トライトンへの浸漬を行い、二次
抗体としてビオチン標識抗マウス IgG 抗体（Vector Laboratories., Burlingame,  
CA, U.S.A.）を用いて室温で 30 分間反応させた。二次抗体反応後、十分な
PBS 洗浄を行い、西洋ワサビペルオキシダーゼ標識ストレプトアビジン
（Vector Laboratories., Burlingame, CA, U.S.A.）に室温で 30 分間反応させ、
0.05％  3,3-diaminobenzidine in PBS、 0.01％  H2O2 水溶液（ DAB, KANTO 
CHEMICAL, Tokyo, Japan）を用いて発色反応を行った。すべての組織の対
比染色には Mayer のヘマトキシリン染色（MUTO PURE CHEMICALS, Tokyo, 
Japan）を行った。一次抗体の陽性対象にはウシの骨肉腫組織切片を用いた。
陰性対象には一次抗体または二次抗体のそれぞれ混和のない溶液を使用し
た。  
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結果  
 
	 陽性対照であるウシの骨肉腫組織切片では腫瘍細胞の核に顕著な ON 陽
性像が認められ、陰性対照では ON 陽性像は認められなかった（データ不
掲載）。イヌの正常眼の免疫組織化学的検査では、ON 陽性像は主に毛様体
無色素上皮の核に観察され（図 8-A）、その他に角結膜上皮（図 8-F）、網膜
神経節細胞、網膜の内外顆粒層、強膜の実質細胞および眼球内外の血管内
皮細胞にも観察された。原発緑内障症例では、毛様体無色素上皮をはじめ
とする眼内組織（図 8-B, C）ならびに眼瞼結膜や外眼筋などの眼球外組織
（図 8-G, H）において、正常眼と比較して顕著な ON 陽性細胞の減少が認
められた。続発緑内障の症例では、眼内組織や角膜ならびに眼球結膜、強
膜において原発緑内障症例と同様に ON 陽性細胞の顕著な減少が認められ
た（図 8-D, E）が、眼瞼結膜組織、眼瞼ならびに外眼筋の血管内皮細胞を
含めた眼球外組織（図 8-I, J）では正常眼と同様に ON 陽性細胞が認められ
た。  
 
 42 
 
図 8. 毛様体上皮ならびに眼瞼結膜上皮における ON 染色性（免疫組織化学
的染色）  
A〜E：毛様体上皮、F〜 J：眼瞼結膜上皮。ON 陽性像（茶褐色）は
正常眼の毛様体上皮（A）、眼瞼結膜上皮（F）ならびに続発緑内障症
例の眼瞼結膜上皮（ I, J）において明瞭に観察された。原発緑内障症例
の全ての組織（B, C, G, H）および続発緑内障の毛様体上皮（D, E）で
は ON 陽性細胞は顕著に減少していた。No.は表 3 に対応。図中のスケ
ールバーは全て 30µm を表し、顕微鏡倍率は×400 である。   
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考察  
 
	 本論文第Ⅱ章では、眼房水中の蛋白質変化を網羅的に捉える方法として
2DE ならびに質量分析を応用して解析を実施し、正常犬と緑内障症例との
比較の結果、3 種の蛋白質の動態の変化が検出された。その中でも特に緑
内障症例の眼房水中出現レベルが顕著に低下していた ON については特徴
的所見であると考えられ、ON がイヌの緑内障の病態に何らかの関連因子
となっている可能性が示唆された。そこで本章では、正常なイヌと緑内障
症例の眼組織中の ON 発現について免疫組織化学的検索を行った。同様な
手法での眼内の ON 発現を調査した報告として正常なウシの眼球について
の調査が存在するが、そこでは発育中の眼球に比べ、成体の眼球で ON の
発現が多く、とくに網膜の神経節細胞、星状膠細胞での ON 発現が検出さ
れ、また角膜、毛様体上皮、網膜色素上皮、眼房水や硝子体、線維柱帯網
ならびに水晶体上皮細胞における ON 発現も報告されている [42, 52]。本研
究における正常なイヌの眼球組織でも既報と同様な部位に ON 発現が認め
られ、正常なイヌの眼球においても豊富に ON が発現していることが示さ
れた。  
	 正常眼と比較して原発緑内障症例および続発緑内障症例ともに眼内組織
の ON 発現の明らかな低下が認められ、この所見は眼房水中の ON 出現レ
ベルを反映する結果となった。なお、正常眼と続発緑内障症例では眼表面
や眼内組織以外の眼瞼や外眼筋などの眼球外組織における ON 発現は同様
に陽性であったのに対して、原発緑内障症例でのみ顕著な ON 発現低下が
認められ、本所見は原発緑内障において特異的な所見であると考えられた。 
	 原発緑内障と続発緑内障の眼表面ならびに眼内組織に共通した変化とし
ては眼圧上昇に伴う物理的圧迫が考えられる。よって、原発緑内障と続発
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緑内障の眼表面ならびに眼球内組織における ON 発現の低下は眼圧上昇や
その物理的影響に伴う変化ではないかと推測された。眼瞼結膜や外眼筋を
含む眼球外組織は眼表面や眼内組織とは異なり、眼圧による直接的影響を
受けない部位であると考えられる。よって、原発緑内障において特異的に
認められた眼球外組織の ON 発現低下は眼圧上昇の結果ではなく、病態形
成に関連する変化である可能性が考えられ、さらに原発緑内障と正常眼お
よび続発緑内障を鑑別する際の補助診断となる可能性が示唆された。  
	 本研究では調査頭数が少なかったことから、今後はより多くの検体を用
いた研究が必要であると考えられた。また、第Ⅱ章の眼房水中の蛋白質解
析と併せて免疫組織化学的検索は定性的な検索方法であることから、今後
は ON の定量解析も含めた検討が必要であると考えられた。本研究では眼
球摘出後の眼組織の組織切片を用いた検索を行ったが、様々な病期ステー
ジの症例での検索やより早期に診断を行うためには、生体からの検体採取
が必要であると考えられた。そのためには侵襲性が少なく、容易に採材可
能な検体の応用も検討が必要であり、今後は他の採材方法、採取材料につ
いても検討を行う必要があると考えられた。  
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小括  
 
	 本論文第Ⅱ章において、イヌの緑内障症例における特徴的所見として眼
房水中の ON 出現レベルの顕著な低下が検出され、ON がイヌの緑内障の病
態に何らかの関連因子となっている可能性が示唆された。本章では緑内障
症例における眼房水中の ON 出現レベルの変化が眼組織内での ON 発現と
関連しているかを確認する目的で、正常眼、原発緑内障症例および続発緑
内障症例の眼球を対象に ON に対する免疫組織化学的検索を実施した。  
	 組織学的に正常と判断された 5 頭 5 眼、原発緑内障症例 2 頭 3 眼、続発
緑内障症例 2 頭 2 眼について抗 ON 抗体を用いた免疫組織化学的検査を実
施した。  
	 正常眼では主に毛様体無色素上皮の核に ON 陽性像が観察され、その他、
角結膜上皮、網膜神経節細胞、網膜の内外顆粒層、強膜の実質細胞および
血管内皮細胞にも同様な陽性像が観察された。原発緑内障症例では眼球内
外の全ての眼組織において ON 陽性像はほとんど認められず、ON 発現の顕
著な低下が認められた。続発緑内障症例においては角膜、強膜、眼球結膜
といった眼表面組織やぶどう膜、網膜などの眼内組織については原発緑内
障症例と同様に明らかな ON 陽性像の低下が認められたが、眼瞼結膜なら
びに眼瞼や眼直筋の組織内の血管内皮においては正常眼と同様に ON 陽性
像が認められた。  
	 本論文第Ⅱ章では緑内障症例で眼房水中の ON 出現レベルの顕著な低下
が認められたが、本章においても原発緑内障症例、続発緑内障症例ともに
眼表面組織や眼内組織では ON 発現の明らかな低下が認められ、眼房水中
の ON 出現レベルは眼内組織における ON 発現を反映すると考えられた。
なお、原発緑内障症例において特異的に認められた眼球外組織の ON 発現
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低下は、眼圧の影響を直接受けることはないと考えられた。よって、眼球
外組織の ON 発現低下は原発緑内障の病態形成に関連する変化である可能
性が示唆され、さらに原発緑内障と正常眼、続発緑内障を鑑別する際の補
助診断となる可能性が示唆された。  
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第Ⅳ章	 イヌの緑内障における ELISA 法を用いた眼房水中の ON 定量解析  
 
小緒  
 
	 ヒトの緑内障診断は近年の診断テクノロジーや診断機器の進歩ならびに
各種メディアを介しての啓蒙活動による疾患への知識向上により、視野欠
損が生じる前の初期段階での早期診断が可能な時代となってきている。い
っぽう、イヌの緑内障ではヒトの緑内障診断のような早期診断技術の応用
は困難であり、未だ特徴的臨床症状や眼圧測定に頼らざるを得ない。しか
しながら、臨床症状が明瞭となり、顕著な眼圧上昇が生じる時点では既に
病勢はかなり進行している状態である場合が多く、その結果、適切な治療
を行ったとしても、本論文第Ⅰ章において示したように、長期間の視覚維
持や眼圧管理は困難である。ヒトの緑内障の治療は点眼薬を主体とした内
科的治療により比較的長期間の視覚維持が可能であるのに対して、イヌの
緑内障では外科的治療を行わない場合には、内科的治療のみによる視覚予
後は不良である。また、イヌの緑内障は原因により先天緑内障、原発緑内
障、続発緑内障に分類されるが、病勢がかなり進行した状態となり病変が
重度となった場合、病変の観察から緑内障原因を特定、鑑別することは非
常に困難である。とくに原発緑内障については対側眼においても発症し、
定期検診や予防のための投薬が必要となることから、続発緑内障との鑑別
を行うことが非常に重要である [34]。本論文第Ⅱ章では眼房水中の網羅的な
蛋白質解析を実施し、正常犬と緑内障症例の比較によって ON を含む 3 種
の蛋白質の動態の変化が認められた。とくに正常犬では眼房水中 ON の出
現レベルは明瞭に検出されたのに対して、緑内障症例（原発、続発緑内障）
では顕著に ON 出現レベルの低下が認められた。また、本論文第Ⅲ章では
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免疫組織化学的検索により、眼内組織中では第Ⅱ章の結果と同様に、正常
眼では ON の明瞭な発現が認められ、緑内障症例（原発、続発緑内障）では
明瞭な低下が認められた。なお、正常眼や続発緑内障症例では眼瞼結膜上
皮や眼外組織の血管内皮細胞においても ON 発現は明瞭であったが、原発
緑内障症例では特徴的所見として、これら組織の ON 発現の顕著な低下が
認められた。以上のことより、イヌの緑内障について ON 発現の検索を行
うことは、その診断や緑内障原因の鑑別、さらにはその病態解析について
も有益な情報をもたらす可能性が示唆された。なお、本論文第Ⅱ章、第Ⅲ
章では 2DE や質量分析、免疫組織化学的検索といった定性的解析法を用い
た調査であったこと、また調査頭数が限られた頭数であったことから、今
後は統計学的解析が可能な調査頭数を対象として定量的な ON レベルにつ
いての調査が必要であると考えられた。  
	 そこで本章では、イヌの緑内障における眼房水中の ON の定量解析を統
計学的に分析することを目的として、一定頭数の正常犬と緑内障症例につ
いての眼房水中 ON 濃度を ELISA 法により調査した。  
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材料と方法  
 
	 本研究は「どうぶつ眼科 VECS」ならびに酪農学園大学附属動物医療セン
ターにおいて、飼い主の同意のもとで、酪農学園大学動物実験委員会の定
めるガイドラインに基づいて実施した。（承認番号：第 VH17B9 号）  
 
1. 正常なイヌの眼房水サンプル採取  
	 酪農学園大学において飼養されている正常なビーグル 13 頭（正常群：オ
ス 7 頭、メス 6 頭、年齢 3.8〜9.4 歳）をコントロールとし、それぞれにつ
いて威嚇瞬目検査、対光反射、眩目反射、眼圧測定、スリットランプ検査、
眼底検査、隅角鏡検査を含めた眼科検査を実施し、眼圧に影響を与えるよ
うな眼科疾患（緑内障、水晶体亜脱臼、重度な硝子体の前房内逸脱および
重度な白内障）が存在しない事を確認した。眼房水採取は、ミダゾラム 0.15 
mg/kg（Midazolam, FujiPharma, Toyama, Japan）、酒石酸ブトルファノール
0.025 mg/kg（Vetorphale, Meiji Seika Pharma, Tokyo, Japan）、塩酸メデトミジ
ン 0.01 mg/kg（Domitor, ZENOAQ, Fukushima, Japan）の静脈内投与により不
動化、鎮静を行い、さらに 0.4％  塩酸オキシブプロカイン点眼液（Benoxil  
ophthalmic solution 0.4％ , Santen, Osaka, Japan）の点眼麻酔を行った上で角
膜輪部より 27G 皮下注射針を前房内へ刺入して採取した。なお、眼房水の
採取は各犬よりランダムに選択した片眼のみから実施した。採材終了後は
塩酸アチパメゾール 0.05 mg/kg（Antisedan, ZENOAQ, Fukushima, Japan）を
静脈内投与して覚醒を確認した。また、眼房水の採取終了後の細菌感染予
防として 0.3％  オフロキサシン点眼液（OFLOXACIN Ophthalmic solution 
0.3％ , KYORIN Rimedio, Toyama, Japan）の点眼投与を 1 日 3 回で 1 週間継
続、ぶどう膜炎の予防としてカルプロフェン（Rimadyle, Zoetis JAPAN, Tokyo, 
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Japan）の経口投与（4.4 mg/kg）を 1 日 1 回で 3 日間行った。採取した眼房
水は分析が行われるまで−80℃で保存した。  
 
2. 緑内障症例からの眼房水サンプル採取  
	 獣医眼科二次診療病院である「どうぶつ眼科 VECS」において原発緑内障
と診断された 14 頭 14 眼（原発緑内障群：オス 6 頭、メス 8 頭、年齢 5.7〜
15.7 歳）、続発緑内障と診断された 13 頭 13 眼（続発緑内障群：オス 6 頭、
メス 7 頭、年齢 5.6〜14.5 歳）について、眼科手術の際に全身麻酔下で外科
処置を開始する前に正常群と同様な方法で眼房水を採取し、保存した。眼
房水採取を行った際の眼科手術は原発緑内障群では AGV 手術 2 眼、強膜内
シリコンボール移植術 6 眼、眼球摘出術 3 眼、硝子体内ゲンタマイシン注
入術 3 眼、続発緑内障群では強膜内シリコンボール移植術 11 眼、眼球摘出
術 1 眼、硝子体内ゲンタマイシン注入術 1 眼であった。続発緑内障群の原
発眼疾患は白内障 7 症例、網膜剥離 4 症例、白内障手術 2 症例、水晶体亜
脱臼 1 症例、色素性ぶどう膜炎 1 症例であった。これらの緑内障症例は術
前に正常群と同様の眼科検査を行った。  
 
3. ELISA 法による眼房水中の ON 濃度測定  
	 測定にはイヌ ON の ELISA キット（Canine ON ELISA Kit, BlueGene, 
Shanghai, China）を使用した。この Kit は標識抗体に抗イヌ ON モノクロー
ナル抗体を使用している。その手順は以下の通りである。検体を 1,000xg、
4℃、15 分で遠心分離し、各ウェルに duplicate で Standard A〜F（0.0、1.0、
2.5、5.0、10、25ng/mL）、Blank（PBS）、各検体を 100µL 加えた。それぞれ
のウェルに Enzyme Conjugate を 50µL 加えて 30 秒間震盪した。ウェルにシ
ールし、37℃で 1 時間加温した。1xWash Solution 350µL で 5 回洗浄した後、
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Substrate A を 50µL、Substrate B を 50µL 加えて 30 秒間震盪した。ウェルに
シールし、37℃で 15 分間加温した。Stop Solution を 50µL 加えて、マイク
ロプレートリーダー（UltramarkTM、Bio-rad）を用いて 450nm の波長で吸光
値を求めて算出した。  
 
4. 統計学的解析  
	 統 計 学 的 解 析 は 全 て BellCurve for Excel （ Social Survey Research 
Information Co., Ltd., Tokyo, Japan）を用いて実施した。各群の雌雄比につい
ては分割表分析により統計学的評価を行った。ELISA 法によって得られた
ON 濃度についての各群の比較は Mann-Whitney 検定により実施した。また、
ROC 曲線により ELISA 法による ON 濃度測定の診断性評価を行ない、統計
学解析は帰無仮説を AUC が 0.5 として検定を行った。いずれも有意水準は
5％とした。  
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結果  
 
	 各眼房水サンプルのリストならびに ELISA 法による眼房水中の ON 濃度
を表 4 に示した。なお、各群の雌雄比については有意差は認められなかっ
た。  
 
表 4. 眼房水サンプルリストと眼房水中の ON 濃度  
 
'NSRXK;3
B B B?BBA J?C O si{ 	' db H > `f db
C C A?GGC I?I T si{ ' db BH > `f db
D D A?FAI J?E O si{ 	' db BD > `f db
E E A?EIH J?D O si{ ' db BG > `f db
F F A?HJB H?B T si{ 	' db BH > `f db
G G A?FCC H?B T si{ ' db BC > `f db
H H A?DFE H?B O si{ ' db J > `f db
I I A?CJD H?B T si{ 	' db BE > `f db
J J B?CBD H?B T si{ 	' db BF > `f db
BA BA A?GCB D?J O si{ 	' db BJ > `f db
BB BB A?DBG D?I O si{ ' db BJ > `f db
BC BC A?FAI D?I T si{ 	' db CC > `f db
BD BD A?JAA D?I T si{ ' db BG > `f db
BE %B A?DHD J?J XO " 	' %,7 IE C `f KPZ
BF %C A?EHI BD?F LT KLX 	' %,7 GG BI db PT
BG %D A?EEF H?A LT vwyqg} ' %,7 EA FEB db RXW
BH %E A?CFA I?D XO " 	' %,7 GH EE db RXW
BI %F A?GDG BC?C LT " ' %,7 IF JD db RXW
BJ %G A?EDI BA?A LT " ' %,7 HB GAG db RXW
CA %H A?EBI I?G XO TM 	' %,7 BE CAA db '
CB %I A?EAG F?H LT KLX ' %,7 GA BBB db '
CC %J A?GFJ H?H XO k~l ' %,7 CA DD `f PT
CD %BA A?BCG H?E XO " ' %,7 HE  db RXW
CE %BB A?HIH BC?H LT uzxnm{~izth} ' %,7 DI CE `f KPZ
CF %BC A?GHH BB?F O " ' %,7 GB HB db '
CG %BD A?FDC BF?H XO si{ ' %,7 HB CGC db PT
CH %BE A?FHE BD?J XO TM 	' %,7 EI BJ db RXW
CI *%B A?FIF BA?H XO YW ' *%,7&7_.0 HH FJ db RXW
CJ *%C A?HHA BA?B T 8( ' *%,7&7_+/9 HG BG db RXW
DA *%D A?FJF BB?I XO YW ' *%,7&7 EF CE db RXW
DB *%E A?GAF BB?F LT KLX ' *%,7&72 IG DJF db PT
DC *%F A?IEJ BB?B LT TM ' *%,7&7 CH DBF db RXW
DD *%G A?GHD BE?F LT TM ' *%,7&7 FD J db RXW
DE *%H B?CJE BD?F XO k~l 	' *%,7&72 CG CDG db RXW
DF *%I A?JFH J?B XO KLX 	' *%,7&72 FB EA db RXW
DG *%J A?BIE F?G LT k~l 	' *%,7&7_+/9 DG H db '
DH *%BA B?BHE BB?F XO k~l 	' *%,7+/9 CC  db RXW
DI *%BB A?DJA BC?G LT j{o}~|pzr 	' *%,71)eca/! FA BEA db RXW
DJ *%BC A?EEJ J?H O KLX ' *%,7&7 DH BBF db RXW
EA *%BD B?AGE BA?I O k~l ' *%,7+/9 BJ CFFE db RXW
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検体番号は正常：正常群、原発：原発緑内障群、続発：続発緑内障群。
性別は F：メス、M：オス、SF：避妊メス、CM：去勢オス。犬種は ACS：
アメリカン・コッカー・スパニエル、MD：ミニチュア・ダックスフン
ド、TP：トイ・プードル。眼疾患の欄の続発緑内障のカッコ内は原発眼
疾患を示す。眼圧は眼房水採取直前の測定値で示した。罹患期間は診断
後から眼房水採材までの日数を示した。手術は眼房水採材時の手術内容
であり、AGV：AGV 手術、GM：硝子体内ゲンタマイシン注入術、ISP：
強膜内シリコンボール移植術、眼摘：眼球摘出術を示した。  
 
	 ELISA 法によって測定した各群の眼房水中 ON 濃度測定値の分布比較を
図 9 に示した。原発緑内障群では正常群や続発緑内障群に比べて ON 濃度
が低く分布しており、また測定値のばらつきは比較的少ない傾向が認めら
れた。  
 
 
図 9. 各群の眼房水中 ON 濃度測定値の分布比較  
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原発緑内障群では正常群、続発緑内障群よりも眼房水中 ON 濃度が低
く分布している傾向が認められた。また測定値は原発緑内障群では他の
群よりもばらつきが小さい傾向が認められた。  
 
	 さらに各群の平均 ON 濃度は正常群では 0.637±0.081ng/mL、原発緑内障
群では 0.486±0.047ng/mL、続発緑内障群では 0.738±0.089ng/mL であり、
原発緑内障群では正常群や続発緑内障群よりも眼房水中の ON 濃度が低い
という傾向が認められた。なお、眼房水中の平均 ON 濃度の統計学的解析
では原発緑内障群と続発緑内障群との間にのみ有意差が認められた。  
	 ELISA 法による眼房水中 ON 濃度測定を用いて、各群の鑑別を行った場
合の診断性評価についての ROC 曲線を図 10 に示した。AUC は正常群と原
発緑内障群、正常群と続発緑内障群、原発緑内障群と続発緑内障群でそれ
ぞれ 0.61、0.64、0.73 であり、原発緑内障群と続発緑内障群との鑑別を行っ
た場合が最も高い値となった。正常群と原発緑内障群の間の診断性評価で
は、眼房水中 ON 濃度のカットオフ値を 0.478ng/mL とした場合、TPF は
0.57、FPF は 0.25 であり、統計学的な有意性は認められなかった。正常群
と続発緑内障群との間の診断性評価では、眼房水中 ON 濃度のカットオフ
値を 0.585ng/mL とした場合、TPF は 0.77、FPF は 0.42 であり、統計学的な
有意性は認められなかった。いっぽう、原発緑内障群と続発緑内障群の間
の診断性評価では、眼房水中 ON 濃度のカットオフ値を 0.574ng/mL とした
場合、TPF は 0.69、FPF は 0.23 であり、統計学的な有意性が認められた。  
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図 10. 眼房水中 ON 濃度測定による各群の鑑別を行った場合の ROC 曲線  
原発緑内障群と続発緑内障群の鑑別を行った場合の曲線下面積が最
も大きく、正常群と原発緑内障群、正常群と続発緑内障群の鑑別を行っ
た場合よりも信頼性が高いという結果となった。また、有意性は原発緑
内障群と続発緑内障群の鑑別の場合にのみ認められた（*）。  
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考察  
 
	 本論文の第Ⅱ章においては正常犬よりも緑内障症例において眼房水中の
ON 出現レベルの顕著な低下が認められ、また第Ⅲ章における眼組織の免疫
組織化学的検索では眼内組織での ON 発現の顕著な低下が認められたため、
眼房水中 ON 濃度は正常犬に比べて緑内障症例では低下していると想定さ
れた。しかしながら、本章では正常群と原発緑内障群、正常群と続発緑内
障群ともに眼房水中の平均 ON 濃度に有意差は認められなかった。また
ROC 曲線による診断性評価においても、正常群と緑内障症例（原発緑内障
群および続発緑内障群）の間で診断の有意性は示されず、緑内障診断とい
う意味においては十分な方法ではないと評価された。しかし、本章ではそ
れぞれの群間での鑑別診断評価を TPF、FPF によっても評価した。一般に
優れた検査法は感度と特異度が高く評価され、TPF は検査の感度を示し、
FPF は 1−特異度で示される。これを考慮すると眼房水中 ON 濃度の測定は、
原発緑内障群と続発緑内障群、正常群と続発緑内障群の鑑別という点では
検査の感度が高く、正常群と原発緑内障群、原発緑内障群と続発緑内障群
の鑑別という点では検査の特異度が高いという傾向が認められた。以上よ
り、正常群と緑内障症例（原発緑内障群および続発緑内障群）の間では、平
均 ON 濃度の有意差や ROC 曲線を用いた統計学的な診断性評価は得られな
かったものの、検査の感度と特異度を併せて考慮すると、眼房水中 ON 濃
度の測定はイヌの緑内障補助診断法として有用である可能性が推測された。
また、統計学的有意差は認められなかったものの、正常犬と比べて原発緑
内障症例では平均 ON 濃度の低下傾向が認められた。今後はより多くの検
体数を用いた統計学的分析を改めて行うことにより、その診断有意性が示
される可能性も考えられ、研究の継続が必要であると考えられた。  
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	 本章での結果が本論文第Ⅱ章、第Ⅲ章における成績と合致しなかった原
因について結論づけることは不可能であるが、第Ⅱ章、第Ⅲ章では対象と
した検体数が少なかったことや定性的解析であったこと、また第Ⅱ章の蛋
白質解析では眼房水サンプル中の蛋白総量を一律に合わせた上で解析を行
ったことが要因であると推測された。今後はより多くの緑内障症例を対象
としたウェスタンブロット法などによる定性的な眼房水中 ON の出現レベ
ルの解析や眼組織における ON に対する免疫組織化学的検索を行い、本章
で得られた成績との照合を改めて行う必要があると考えられた。  
原発緑内障と続発緑内障の鑑別については、眼房水中の平均 ON 濃度や
診断性評価で統計学的な有意性が認められ、応用可能な緑内障原因の鑑別
方法であると示唆された。また、第Ⅲ章で検出された原発緑内障に特異的
な眼瞼結膜などの眼外組織における ON 発現も併せて検査することで、よ
り精度の高い緑内障原因の鑑別を行うことが可能となるのではないかと推
測され、今後は同一症例において ON の定量的ならびに定性的解析の両法
を行うことでの検証が必要であると考えられた。  
本章では第Ⅱ章、第Ⅲ章での調査成績から正常犬と緑内障症例の眼房水
ON の定量解析として ON 濃度の測定を行ったが、本研究のような眼房水中
の ON 濃度の測定が行われた報告はなく、著者の知る限り本調査が初めて
の報告である。よって、本研究により、ELISA 法による ON 濃度測定は眼
房水においても応用可能であることが示され、また本研究は今後の調査の
基礎研究となると考えられた。とくに ON は様々な疾患において病態形成
に重要な介在物質である可能性が示唆されている [42, 53]。よって、今後は
本調査において得られた ELISA 法によるイヌの眼房水中の ON 濃度の成績
をベースとして、緑内障のみならず他の眼疾患の病態解析などのために応
用されることを期待したい。  
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本章におけるリミテーションは、一点目に緑内障症例の犬種や緑内障ス
テージ、術前の治療内容が統一されていないことがあげられる。したがっ
て、将来的には対象症例の条件を統一化した研究を行う必要があると考え
られた。二点目に検査材料についてである。眼房水は外科的処置を行う際
には比較的に採取が容易な検査材料ではあるが、採取には鎮静処置や全身
麻酔を要するため、病期ステージが進行していない場合は採材が躊躇され
る。また、外来では侵襲性が強く動物の負担が多いため、容易に採材は困
難である。したがって、第Ⅱ章、第Ⅲ章での考察と同様に、今後は病気の潜
伏期や病初期などの早期に診断を行うためにも、診療外来の場で動物に可
能な限り負担をかけることなく採材可能な検査材料についても検討が必要
であると考えられた。  
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小括  
 
	 本論文第Ⅱ章では緑内障症例において眼房水中の ON 出現レベルの顕著
な低下を示唆する所見が認められ、ON がイヌの緑内障の病態に関連してい
る可能性が示唆された。また、第Ⅲ章では緑内障症例における眼内組織の
ON 発現の顕著な低下が認められ、以上の結果から眼房水中の ON 出現レベ
ルは眼内組織における ON 発現状況を反映しており、緑内障症例の眼内組
織における ON 発現も病態に関連している可能性が示唆された。なお、こ
れらの研究は 2DE や質量解析、免疫組織化学的検索といった定性的解析法
を用いた調査であったため、ON の定量解析が課題として残った。そこで本
章では、イヌの緑内障における眼房水中の ON の定量解析を目的として、
正常犬と緑内障症例についての眼房水中 ON 濃度を ELISA 法により調査し
た。  
	 コントロールとして眼圧に影響する疾患を持たないビーグル 13 頭（正常
群）の眼房水を採取した。緑内障症例として原発緑内障と診断した 14 症例
（原発緑内障群）、続発緑内障と診断した 13 症例（続発緑内障群）より眼
科手術時に全身麻酔下で眼房水を採取した。眼房水サンプルにおける ON
濃度を ELISA 法により測定を行い、各群の眼房水中の平均 ON 濃度につい
て Mann-Whitney 検定で、さらに ELISA 法による ON 濃度を用いた診断性
能評価を ROC 曲線により統計学的解析を行った。  
	 眼房水中の平均 ON 濃度は正常群 0.637±0.081ng/mL、原発緑内障群 0.486
±0.047ng/mL、続発緑内障群 0.738±0.089ng/mL であり、原発緑内障群と続
発緑内障群との間で有意差が認められた。また眼房水中 ON 濃度を用いた
診断性能評価においても原発緑内障群と続発緑内障群の間でのみ有意差が
認められた。  
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	 本章では正常群と緑内障症例（原発緑内障群および続発緑内障群）の間
では眼房水中の平均 ON 濃度の有意差や ROC 曲線を用いた統計学的な診断
性評価は得られなかったものの、検査の感度と特異度を併せて考慮すると、
眼房水中 ON 濃度の測定はイヌの緑内障診断の補助として有用である可能
性が推測された。原発緑内障と続発緑内障の鑑別については、眼房水中の
平均 ON 濃度や診断性評価で統計学的な有意性が認められ、応用可能な緑
内障原因の鑑別方法であると示唆された。  
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総括  
 
	 近年、ヒトの緑内障では診断技術や診断機器の進歩によって緑内障発症
リスクの判定や早期診断が可能となってきている。いっぽう、動物、特に
イヌの緑内障の診断はヒト医療で用いられる高度な診断技術や診断機器の
応用は困難であり、未だに特徴的な臨床症状と眼圧測定に頼らざるを得ず、
その結果として診断に至った時点では既に病勢が進行し、重度な視覚障害
を生じている、またはすでに失明してことが多い。したがって、イヌの緑
内障治療成績向上のためには、より早いステージでの診断が重要であると
考えられ、そのためには臨床症状や眼圧測定以外の臨床応用可能で再現性
のある客観的な診断パラメーターの作出が重要と考えられる。本研究では、
イヌの緑内障についての病態解析ならびに早期診断のための新たな診断パ
ラメーターの作出を目的として、イヌの緑内障症例の眼房水の蛋白質の網
羅的解析および眼組織の免疫組織化学的検討を実施した。  
	 第Ⅰ章では、イヌの緑内障診断と治療における課題を検討、確認するた
めに、獣医眼科の二次診療施設におけるイヌの緑内障発生状況と初診時の
視覚について調査するとともに、緑内障治療による視覚予後要因について
回顧的に調査した。イヌの緑内障発生状況調査ではとくに品種差や性差、
続発緑内障における併発眼病変について欧米での調査とは異なる成績とな
った。いっぽうで柴犬における原発緑内障の好発傾向については日本にお
ける以前の調査報告と一致する成績であった。欧米における調査との成績
の相違は調査が行われた地域のイヌの飼養状況（品種や環境）の違いが影
響している可能性が推測された。また、初診時の視覚維持率は既報に比べ
ると著しく低い成績であり、イヌの緑内障において良好な視覚予後を確保
するには、より早期に適切な診断、治療を開始することが重要であると改
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めて確認された。よって、特にイヌの緑内障の早期診断のためには眼圧測
定以外の客観的で再現性のある補助的診断パラメーターの作出が必要であ
ると考えられた。緑内障治療による視覚予後要因調査では、AGV 手術を併
用した場合、内科的治療のみよりも視覚予後が良好であること、また、内
科的治療のみを行った場合は、柴犬では他の犬種に比べて視覚予後が不良
であることが統計学的に確認された。以上より適切な症例で長期の視覚維
持を期待する場合には、積極的に AGV 手術を行うべきであると考えられ、
特に柴犬ではより積極的に AGV 手術を検討する必要があると考えられた。 
	 第Ⅱ章では、イヌの緑内障症例における新たな診断パラメーターの作出
の第一歩として、まずは眼房水中の蛋白質の網羅的な検索を行うために正
常犬と緑内障症例の眼房水サンプルにおける 2DE ならびに質量分析を用い
た蛋白質解析を行った。正常犬と緑内障症例の眼房水サンプルの比較によ
り、ON を含む 3 種の蛋白質の動態の変化を捉えることができた。これら眼
房水中蛋白質の動態の変化、特に緑内障症例における ON 出現レベルの顕
著な低下については、イヌの緑内障における診断パラメーター作出を考え
る上で非常に興味深い変化であると考えられた。  
	 第Ⅲ章では第Ⅱ章で認められた緑内障症例における眼房水中 ON 出現レ
ベルの顕著な低下について着目し、同様な変化が眼組織内でも生じている
かを調査する目的で、正常犬と緑内障症例の眼組織における ON 発現につ
いての免疫組織化学的検索を行った。第Ⅱ章で認められた眼房水中の変化
と同様、免疫組織化学的検索では緑内障症例における眼球組織（眼表面な
らびに眼内組織）の ON 発現の顕著な低下が認められ、眼房水中 ON の出
現レベルは眼球組織の ON 発現を反映することが示唆された。また、これ
らの ON 発現の低下は眼圧上昇やその物理的影響に伴う変化ではないかと
推測された。眼瞼結膜や外眼筋を含む眼球外組織は眼表面や眼内組織とは
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異なり、眼圧による直接的影響を受けない部位であると考えられる。よっ
て、原発緑内障において特異的に観察された眼球外組織の ON 発現低下は、
原発緑内障の病態形成に関連する変化である可能性が考慮され、さらに原
発緑内障と正常眼、続発緑内障を鑑別する際の補助診断となる可能性が示
唆された。  
	 第Ⅳ章では第Ⅱ章、第Ⅲ章にて認められた緑内障症例における ON の定
性的な変化を定量解析により確認することを目的として、ELISA 法を用い
て正常犬と緑内障症例についての眼房水中の ON 濃度の測定を行った。
ELISA 法による眼房水中の ON 濃度測定は、正常犬と緑内障症例の間では
有意差は認められず、緑内障の診断という意味では統計学的な有意性は認
められなかった。しかしながら、検査の感度と特異度を併せて考慮すると、
眼房水中 ON 濃度の測定はイヌの緑内障診断の補助として有用である可能
性が推測された。原発緑内障と続発緑内障の鑑別については、眼房水中の
平均 ON 濃度や診断性評価で統計学的な有意性が認められ、応用可能な緑
内障原因の鑑別方法であると示唆された。  
	 以上よりイヌの緑内障症例では眼房水中の ON レベルの低下、眼球組織
（眼表面、眼内組織）における ON 発現の低下が認められ、さらに原発緑
内障に特徴的な所見として眼外組織における顕著な ON 発現低下、続発緑
内障との比較では眼房水中の ON 濃度の低下が認められ、これらの眼房水
や眼組織における ON の定性・定量解析はイヌの緑内障診断のための客観
的な補助診断パラメーターとして有用であると考えられた。なお、眼房水
や眼組織の採取は生体にとって侵襲性が高く、診療外来では採材は困難で
ある。本研究ではその結果、病勢が進行していないステージでの検体が少
なく、様々な病期ステージについての検討は困難であった。今後、緑内障
の早期診断を検討するにあたっては、より病勢が進行していない病初期ま
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たは潜伏期における ON の発現についても検討が必要である。また、本研
究において認められた眼房水中や眼組織の ON 変化については、緑内障の
病態について何からの関連因子になっているとは考えられたが、病態形成
に関連するのか、または緑内障の結果としての変化であるのかは特定に至
らなかった。この点を分析するためにもイヌの緑内障における ON の関連
性についてはさらに多くの症例を対象とした分析が必要であると考えられ
た。  
	 本研究はイヌの緑内障の病態解析や早期診断の一助となり、眼圧管理や
視覚予後といった治療成績の向上に寄与することが期待される。  
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Occurrence survey and vision outcome, aqueous humor proteome and 
ocular tissue immunohistochemical study in canine glaucoma. 
 
Akira Kubo 
Small Animal Clinical Sciences, School of Veterinary Medicine, 
Rakuno Gakuen University, Ebetsu, Hokkaido, Japan 
 
In the present study, data of glaucoma dogs were retrospectively 
evaluated for the occurrence survey and vision outcome by treatment 
modality, and aqueous humor proteome and ocular tissue 
immunohistochemical study were performed to search for a new 
diagnostic parameter of canine glaucoma. 
 
1. Occurrence survey and vision outcome in canine glaucoma (a 6-year 
retrospective study in Japan). 
The present study showed several distinctive epidemiological 
patterns of canine glaucoma compared to the previous studies reported 
in North America and other countries particularly in terms of breed and 
sex predilections. The only breed that was significantly overrepresented 
was Shiba, and this result is consistent with the previous Japanese 
studies. These differences from overseas studies and similarity to other 
Japanese studies suggest that the epidemiology of canine glaucomas 
may be largely affected by breed preference, the environment and other 
regional factors. The statistical analysis in the present study showed 
that vision outcome of AGV implantation was superior to that of medical 
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therapy alone and that medically treated Shiba dogs showed 
significantly lower vision preservation rates to vision loss compared to 
other breeds. Hence, these results suggest that AGV implants should be 
considered in dogs that are visual at the time of presentation and 
suitable for surgery, and especially in Shiba dogs with poor vision 
prognosis. 
 
2. Comprehensive aqueous humor proteome with 2DE and mass 
spectrometry in glaucomatous dogs. 
Three different spots were detected by comparing to 2DE pattern 
between normal and glaucomatous eyes. ON level of aqueous humor was 
decreased, complement factor B and unidentified protein levels of 
aqueous humor were increased in glaucomatous eyes. Because the 
altered levels of these proteins were detected with the comparative 
analysis between normal and glaucomatous eyes, the aqueous humor 
proteome with 2DE and MALDI-TOF MS may be a useful method to 
search for the new diagnostic parameter of canine glaucoma and 
comparative analysis between normal and glaucomatous eyes in dogs. 
 
3. Immunohistochemical study of ON in canine glaucomatous eyes. 
ON immunostaining of all ocular tissue these decreased remarkably 
in primary glaucoma cases. In secondary glaucoma cases the 
immunostaining of intraocular and ocular surface tissue decreased as 
primary glaucoma cases, however the immunostaining of extraocular 
tissue was observed similar to normal eyes. Although decreased ON 
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expression of intraocular and ocular surface tissue in primary and 
secondary glaucoma cases was thought to be the result of high 
intraocular pressure, decreased ON expression of extraocular tissue 
found in only primary glaucoma cases might be the specific finding and 
pathophysiologic change of primary glaucoma. 
 
4. Quantitative analysis of aqueous humor ON with ELISA in canine 
glaucoma. 
No significant difference of aqueous humor ON concentration 
between normal and glaucomatous dogs was observed in the present 
study. Although measurement of aqueous humor ON concentration with 
ELISA was statistically evaluated as an insufficient method to 
differentiate between normal and glaucomatous eyes, it might become a 
useful adjunctive diagnostic method because of good sensitivity and 
specificity. Furthermore, the measurement of ON concentration of 
aqueous humor was evaluated as a useful differentiate method between 
primary and secondary glaucoma statistically. 
 
Occurrence survey and vision outcome in the present study provided 
beneficial information for the management of canine glaucoma. The ON 
analysis in glaucoma dogs was considered a useful method as an 
adjunctive diagnostic parameter of canine glaucoma.  
The present study was expected to contribute for etiological analysis, 
early diagnosis and better vision prognosis in canine glaucoma. 
 
